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Miostatina, un miembro de la familia TGF-β, es una proteína expresada 
principalmente en el músculo esquelético que cumple un rol inhibidor en la proliferación y 
diferenciación de células musculares. Miostatina ejerce su acción a través de un complejo 
de receptores Activina, los cuales median la actividad de los factores de transcripción 
Smads encargados de regular negativamente el proceso miogénico. Sin embargo, en los 
últimos años han surgido antecedentes que demuestran que la inhibición del proceso de 
diferenciación de células musculares por miostatina puede ser regulado de manera 
independiente a la actividad de los factores de transcripción Smads.  
Estudios realizados por nuestro grupo de laboratorio han mostrado que IGF-1 es 
capaz de inducir de manera transitoria la liberación de calcio desde reservorios 
intracelulares a través de un mecanismo que involucra la actividad de la PI3K y la PLC. 
Complementariamente determinamos que la preincubación con miostatina inhibió 
significativamente la liberación de calcio inducida por IGF-1. Esta observación nos lleva a 
formular la pregunta acerca de qué mecanismos median la inhibición de liberación de 
calcio inducida por IGF-1, surgiendo como un candidato el receptor Activina tipo IB. Si bien 
no existen antecedentes reportados de una interacción entre el receptor Activina tipo IB y 
componentes de la vía de IGF-1, sí existen reportes de la modulación de la actividad PI3K 
por parte de receptores de la familia TGF-En base a esto se postuló la siguiente 
hipótesis de trabajo “El receptor para miostatina Activina tipo IB modula negativamente la 
vía de señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3”. Para comprobar esta hipótesis se 
determinó el efecto de miostatina en la vía para IGF-1 usando las herramientas de western 
blot y vector reportero en mioblastos. Para demostrar la participación directa del receptor 
ActRIB, se realizaron ensayos de knock-down con siRNA para receptores de Activina tipo 
IB y finalmente se evaluó la interacción mediante inmunoprecipitación de ActRIB y 
componentes de la vía de IGF-1. Los resultados obtenidos sugieren que el receptor para 
miostatina se une a la subunidad p85 de la PI3K modulando su actividad, así como la 
regulación de los demás elementos de la vía de IGF-1. La información obtenida de este 





Myostatin, a member of the TGF-β family is a protein expressed mainly in the 
skeletal muscle that plays an inhibitory role in the proliferation and differentiation of muscle 
cells. Myostatin exerts its actions through a complex of activin receptors, which mediate 
the activity of Smads transcription factors responsible for down regulation of myogenic 
processes. However, in recent years there have been studies that show that the inhibition 
of the differentiation process of muscle cells by myostatin can be regulated independently 
of the activity of the Smads transcription factors. 
Studies by our group have shown that IGF-1 induces in a transient manner the 
release of calcium from intracellular stores via a mechanism that involves PI3K and PLC 
activity. In addition, we determined that preincubation with myostatin significantly inhibited 
the release of calcium induced by IGF-1. This observation leads us to ask which 
mechanism mediates the inhibition of calcium release induced by IGF-1 emerging as a 
candidate the activin receptor type IB. While there are no reports about the interaction 
between the activin receptor type IB and components of the IGF-1 signaling pathway, there 
are reports regarding the modulation of PI3K activity by receptors of the TGF-β family. 
Based on these observations we proposed the following hypothesis “The myostatin 
receptor, activin type IB negatively modulates the IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3 signaling 
pathway”. To test this hypothesis, we studied the effect of myostatin on the IGF-1 pathway 
by western blotting and luciferase reporter vector in skeletal myoblasts. To demonstrate a 
direct participation of the activin receptor type IB, siRNA knock-down was tested for the 
activin type IB receptor. Finally, the interaction between the activin type IB receptor and 
components of the IGF-1 pathway was determined by immunoprecipitation.  










La miogénesis corresponde al proceso de determinación y formación de las células 
del tejido muscular desde células progenitoras hasta el músculo maduro. En vertebrados 
este proceso comienza en la embriogénesis y continúa tanto en el desarrollo fetal como 
en el músculo ya maduro contribuyendo así al crecimiento post-natal y la reparación del 
tejido muscular dañado (Hettmer y Wagers, 2010). 
 
La miogénesis es un proceso altamente regulado a través de diversos mecanismos, 
uno de ellos es la regulación por factores extracelulares, como por ejemplo los factores de 
crecimiento insulínicos como IGF-1 y por otro lado, proteínas pertenecientes a la 
superfamilia de factores de crecimiento transformante donde se encuentra miostatina, los 
cuales cumplen roles antagónicos de activación o inhibición de la miogénesis 
respectivamente (Charge y Rudnicki, 2004). 
 
2.1 Miostatina y la familia de proteínas TGF-β  
 
Miostatina o GDF-8 es un factor de crecimiento circulante perteneciente a la familia 
de proteínas TGF-β (Sharples y Stwart, 2011). La familia de proteínas TGF-β corresponde 
a un grupo de 33 citoquinas cruciales para la regulación de diversos aspectos de la 
homeostasis celular, las cuales poseen expresión ubicua en distintos tejidos. Entre las 
funciones que cumplen las proteínas de esta familia está la proliferación, diferenciación, 
apoptosis y migración de células, también cumplen roles importantes durante procesos 
como la embriogénesis, formación de órganos y reparación ante daño celular (Heldin et 
al., 1997). Esta superfamilia, caracterizada por sus factores de crecimiento diméricos, 
dependiendo de la vía de señalización que activan puede ser catalogadas en subfamilias 
como la subfamilia TGF-β, Activina, Proteínas morfogénicas de hueso (BMP) y Factores 
de crecimiento y diferenciación (GDF) (Moustakas y Heldin, 2009). 
 
Particularmente en mamíferos miostatina se expresa mayoritariamente en el 
músculo esquelético actuando como regulador negativo de la masa muscular esquelética 
7 
 
(Langley et al., 2002). McPherron y colaboradores describieron la proteína miostatina 
como un regulador específico de la masa muscular esquelética, demostrado por la 
deleción del gen miostatina en ratón que resultó en un incremento de la masa muscular 
esquelética de dos a tres veces en comparación con un ratón control, demostrando así un 
fenotipo similar al observado por el mismo grupo en las razas de ganado Piedmontese y 
Belgian Blue que también se ha descrito que poseen mutaciones en el gen miostatina 














Figura 1. Fenotipos de deleción del gen miostatina (McPherron et al., 1997). A: 
Knock-out para el gen miostatina (derecha) comparado con ratón silvestre (izquierda). B: 
Toro Belgian Blue. 
 
Miostatina posee características similares a otros miembros de la familia TGF-β, se 
sintetiza en el músculo esquelético como una proteína precursora de 375 aminoácidos 
que está compuesta por una secuencia señal, un domino propéptido N-terminal, un 
dominio C-terminal con un sitio RSRR que será el ligando activo y nueve residuos de 
cisteína en la región C-terminal (Thomas et al., 2001). Para poder llegar al ligando activo 
miostatina debe ser procesada, primero enzimas de la familia furin proteasas remueven la 
secuencia señal de 24 aminoácidos, el péptido generado es cortado en el sitio RSRR por 
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las mismas enzimas, generando así dos péptidos, un dominio N-terminal de 27,6 kDa y 
un dominio C-terminal de 12,4 kDa. El ligando activo es un homodímero del dominio C-
terminal generado, de 25 kDa (Lee y McPherron, 2001). Se ha descrito que este 
homodímero puede encontrarse inhibido por la formación de un complejo entre el ligando 
y el propéptido asociado a latencia (LAP), este complejo es procesado por 
metaloproteasas de la familia BMP-1, así finalmente liberando miostatina para que se una 
a su receptor (Ge y Greenspan, 2006).  
 
2.2 Receptores para miostatina y vía canónica de señalización 
 
Los ligandos de la familia de TGF-β señalizan a través de un complejo 
heterotetramérico de dos receptores tipo I y dos receptores tipo II. Ambos receptores 
corresponden a glicoproteínas con un dominio extracelular que interacciona con el ligando, 
un dominio transmembrana y un dominio intracelular con actividad serina/treonina 
quinasa. Los receptores tipo I también presentan un dominio GS rico en glicina/serina, el 
cual es fosforilado por los receptores tipo II. Existen siete receptores tipo I y cinco 
receptores tipo II en mamíferos que contienen dominios de unión a ligando divergente y el 
dominio quinasa conservado entre ellos (Wrana et al., 1994). Un ligando puede ejercer su 
efecto a través de varias combinaciones de receptores tipo I y tipo II, sin embargo, puede 
tener una preferencia a una combinación específica de receptores (Attisano et al., 1993). 
 
Se ha descrito en células musculares que miostatina se une a los receptores de 
activina tipo IIA y IIB, teniendo más afinidad por el receptor de activina tipo IIB (Lee y 
McPherron, 2001; Rebbapragada et al., 2003). La activación de ActRIIB resulta en la 
fosforilación del receptor tipo I de activina (ActRIB) en el dominio GS, lo que resulta en 
transducción de señales río abajo (Rebbapragada et al., 2003). Luego de la formación del 
heterotetrámero de receptores de miostatina (ActrIIB y ActRIB) y la fosforilación del 
receptor tipo IB, la señalización continúa principalmente a través de proteínas receptor-
específicas Smads. Existen nueve tipos de proteínas Smad divididas en tres clases, las 
Smad reguladas por receptor (R-Smad) que incluye a Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 y 
Smad8/9, las Smad inhibitorias (I-Smad) que incluye a Smad6 y Smad7, y las Smad 
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mediadoras (co-Smad) donde está la Smad4 (Wu et al., 2001; Shi et al., 1997; Itoh et al., 
2001). Miostatina transduce su señal a través de Smad 2/3, formando un complejo que 
oligomeriza con Smad4 que luego transloca al núcleo uniéndose directamente a 
elementos de respuesta específicos en las regiones promotoras de ciertos genes, así 
promoviendo o inhibiendo su transcripción (Figura 2) (Rodgers y Garikipati, 2008; 
Tsuchida et al., 2008).  
 
Se ha demostrado que miostatina a través de la vía de señalización canónica regula 
la miogénesis durante el proceso de proliferación como también en la diferenciación de 
mioblastos. Estudios en células C2C12 demostraron que miostatina induce un aumento 
en la expresión del gen p21, un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina Cdk2, 
resultando en una acumulación de la proteína retinoblastoma hipofosforilada, deteniendo 
el ciclo celular en la fase G1, así inhibiendo la proliferación de células precursoras 
musculares (Thomas et al., 2001).  Además, se ha descrito que miostatina bloquea la 
diferenciación terminal de mioblastos, a través de la inhibición de la expresión de MyoD, 
Myf5 y Miogenina, que son factores de transcripción involucrados en la diferenciación 







Figura 2. Resumen de la vía de señalización canónica de miostatina (Jeong y Choi, 
2011). 
 
2.3 Vías no canónicas de señalización para miostatina 
 
Si bien se ha descrito que la vía de señalización canónica para miostatina es 
fundamental en la regulación de la proliferación y diferenciación de mioblastos, en los 
últimos años han surgido antecedentes relevantes que demostrarían que este factor de 
crecimiento es capaz de inhibir la miogénesis a través de la activación de vías de 
señalización no dependientes de proteínas Smad, similar a lo reportado para otros 
miembros de la familia TGF-. Se demostró que la administración de miostatina 
recombinante a un cultivo de mioblastos C2C12 activa la vía de p38 MAPK a través de 
TAK1-MKK6, independientemente de Smad3, inhibiendo la proliferación de mioblastos 
(Philip et al., 2005). Complementariamente se demostró que miostatina activa la cascada 
de señalización ERK1/2 en células C2C12 regulando negativamente la diferenciación 
miogénica, siendo esta inhibición dependiente del receptor de miostatina ActRIIB (Yang 




Recientemente se ha obtenido evidencia de la interacción de miostatina con 
diversos componentes de la vía de señalización IGF-1/Akt/mTOR involucrada en procesos 
de síntesis proteica, diferenciación de mioblastos e hipertrofia muscular. Se demostró que 
la sobreexpresión de miostatina in vitro puede bloquear la hipertrofia inducida por IGF-1 a 
través de la modulación de la vía de señalización de Akt (Morissette et al., 2009).  
Complementariamente se ha descrito en una línea celular humana de músculo esquelético 
que miostatina es capaz de inhibir la vía de señalización Akt/mTOR, impidiendo así la 
diferenciación de mioblastos (Trendelenburg et al., 2009). Estos antecedentes sugieren la 
existencia de algún mecanismo mediante el cual miostatina puede inhibir la vía de 
señalización para IGF-1, ya sea a través de la quinasa Akt o de algún componente rio 
arriba. 
 
2.4 Factor de crecimiento análogo a insulina (IGF-1) 
 
IGF-1 es una hormona polipeptídica de estructura similar a la insulina la cual juega 
un importante rol durante las fases de desarrollo de distintos órganos y tejidos. Esta 
proteína presente en la circulación, se sintetiza en el hígado y localmente en el músculo 
(Clemmons, 2009). La acción de IGF-1 sobre la célula muscular es variada, puede 
desencadenar respuestas tanto de proliferación como de diferenciación mediante la 
activación de diferentes vías. Luego de su síntesis como pre-pro-hormona, IGF-1 es 
cortada en el péptido señal y en el extremo C-terminal (Clemmons, 2009), luego es 
transportada en el fluido intersticial hasta llegar a su destino en donde se une a su receptor 
de membrana IGF-1R desencadenando una cascada de señalización comenzando con el 
reclutamiento de p85, la subunidad reguladora de PI3K, y posteriormente la activación de 
la subunidad catalítica de PI3K, p110 (Sun et al., 2004), luego PI3K fosforila a 
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) un fosfolípido de membrana formando fosfatidilinositol 
3,4,5 trifosfato (PIP3) y generando un sitio de unión para la proteína Akt, o también 
conocida como PKB, la cual luego al ser fosforilada por la proteína PDK-1 activará otras 
proteínas que comandan la síntesis proteica como mTOR, una serina/treonina quinasa 
que regula río abajo la activación de p70S6K y 4E-BP1, así promoviendo el crecimiento 
muscular (Clemmons, 2009; Latres et al., 2005; Bodine et al., 2001).  
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Por otro parte, la unión de IGF-1 a su receptor de membrana activa a la proteína 
Ras, una proteína G que provoca la activación de RAF, una serina/treonina quinasa, que 
una vez activada puede fosforilar a la serina/treonina quinasa MEK (Adi et al., 2002; 
Cargnello y Roux, 2011), la cual por su parte activa a las quinasas de respuestas 
extracelulares 1/2 (ERK 1/2), las cuales luego regulan la actividad de factores de 
transcripción que promueven la diferenciación miogénica (Leloup et al., 2007). 
 
Una tercera vía de señalización activada por IGF-1 e importante durante el proceso 
de miogénesis es la vía PI3K-PLC, estudios realizados por nuestro grupo de laboratorio 
han mostrado que IGF-1 es capaz de inducir de manera transitoria la liberación calcio 
desde reservorios intracelulares a través de un mecanismo que involucra la actividad 
concertada de la PI3K y la PLCasociado a incrementos en los niveles del segundo 
mensajero IP3 (Valdés et al., 2013). Este aumento de calcio intracelular potencia el 
proceso de diferenciación miogénica, a través de la activación de factores de transcripción 
como NFATc3 y CREB (Valdés et al., 2013; Zuloaga et al., 2013). En esta misma línea, 
observamos que la preincubación de mioblastos con miostatina inhibe significativamente 
la liberación de calcio inducida por IGF-1 en un proceso independiente de proteínas 
Smads. Estos resultados sugieren que miostatina inhibe la liberación de calcio inducida 
por IGF-1, posiblemente a través de la modulación de algún componente clave que 
participe en la liberación de calcio, como por ejemplo PI3K Si bien, no existen reportes de 
la modulación de la actividad PI3K por parte de receptores tipo Activina, sí existen 
antecedentes que indican que TGF-β y sus receptores TβRI y TβRII interactúan con la vía 
de IGF-1 a través de la proteína PI3K y sus sub-unidades. El primer reporte de que TGF-
β estimula la actividad PI3K fue realizado en células de fibroblasto 3T3, donde se demostró 
que TGF-β modula positivamente la actividad de p85-PI3K determinado a través de 
ensayos in vitro de cuantificación de PIP3 en extractos estimulados con TGF-β, donde se 
observó un aumento de un 20% en la actividad PI3K comparado con un extracto sin 
estímulo, más aún esta activación de PI3K inducida por TGF-β se vio también reflejada en 
la activación por fosforilación de Akt (Higaki y Shimokado, 1999). Por otro lado, se evaluó 
la interacción de los receptores de TGF-β con PI3K en células epiteliales y se observó que 
el tratamiento con TGF-β incrementa la actividad PI3K medida por la capacidad de p85 de 
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fosforilar fosfatidilinositol in vitro. También se determinó que ambos receptores tipo I y tipo 
II interaccionan con p85, pero la interacción con el receptor tipo II es constitutiva mientras 
que la interacción con el receptor tipo I es inducida mediante tratamiento con TGF-β (Yi et 
al., 2005).  
 
 
Figura 3. Resumen de la vía de señalización de IGF-1. 
 
Considerando que miostatina inhibe la liberación de calcio inducida por IGF-1 
mediada por la activación de la PI3K en un proceso independiente de proteínas Smad y 
que complementariamente se ha demostrado una modulación de la actividad PI3K por 
parte de miembros de receptores de la familia TGF-β postulamos que: “Miostatina a 
través de su receptor Activina tipo IB, modula negativamente la vía de señalización 
IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3” Para demostrar esta hipótesis se trabajó con cultivo primario 
de mioblastos de rata. Estudiamos los componentes de la vía de señalización IGF-
1/PI3K/PLC/NFATc3 en presencia o ausencia de miostatina recombinante a través de la 
evaluación del estado de fosforilación de Akt, PI3K y PLCasí como la actividad 
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transcripcional dependiente de NFATc3. Para demostrar una participación directa del 
receptor ActRIB en la modulación de la vía de señalización para IGF-1 se realizaron 
ensayos de knock-down con siRNA para ActRIB. Finalmente, para determinar la 
interacción del receptor de activina tipo IB con componentes de la vía de señalización IGF-




“El receptor para miostatina, Activina tipo IB, modula negativamente la vía de 
señalización IGF-1/PI3K/PLC/ NFATc3”  
 
2.6 Objetivo general 
 
Estudiar el efecto de miostatina sobre la vía de señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3 a 
través del receptor de activina tipo IB durante la etapa de diferenciación de mioblastos. 
 
2.7 Objetivos específicos 
 
1. Evaluar los componentes de la vía de señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3 en 
mioblastos tratados con miostatina. 
2. Evaluar la participación del receptor de activina tipo IB en la inhibición de la vía de 
señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3. 








3. METODOLOGÍA  
 
3.1 Cultivo celular y tratamientos 
 
Se utilizó como modelo de estudio células de músculo esquelético de rata (Rattus 
norvegicus) en diferenciación. Para esto se preparó cultivo primario a partir de las 
extremidades traseras de neonatos adquiridos del vivero de la Pontificia Universidad 
Católica de Chile. Todos los estudios fueron realizados con la aprobación del comité 
institucional bioético de la Universidad Andrés Bello. Brevemente, los neonatos fueron 
anestesiados y sacrificados, luego se disectó el tejido muscular de las extremidades 
traseras y se trituró con tijera, se trató con colagenasa tipo II (0,2 mg/ml) por 30 min a 
37°C homogenizando mediante jeringa cada 10 min. Luego se filtró con un separador 
celular (cell strainer) y se agregó medio completo de crecimiento DMEM-F12 (Genesys, 
Life Technologies) (mezcla 1:1) con suero de bovino 10%, suero fetal bovino 2.5%, 
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 10 mg/ml. Posteriormente se centrifugó durante 10 
min a 1.100 rpm y se recolectó el precipitado eliminando el sobrenadante hasta dejar 2 
mL, luego se adicionó medio de crecimiento hasta 5 mL, se resuspendió y se colocó en 
una placa de 100 mm que fue incubada por 30 min  a 37°C con 5% de CO2, posteriormente 
se recolectó todo el volumen y se resuspendió en medio completo de crecimiento, 
finalmente se sembraron en placas de 35 mm, colocando 2 mL por placa. Transcurridos 
cuatro días, los cultivos fueron diferenciados en un medio libre de suero y al día cinco se 
utilizaron para los experimentos. 
 
Se analizó la activación de elementos de la vía de IGF-1 en respuesta a estímulos 
de IGF-1 y miostatina. Para esto a células de mioblasto del quinto día fueron lavadas con 
1 mL de PBS 1x, luego se le agregó medio de diferenciación conteniendo miostatina (2 
nM) y/o IGF-1 (10 nM) recombinante en concentraciones fisiológicas y se incubaron por 






3.2 Extracción y cuantificación proteica                                        
 
Se realizó una extracción de proteínas totales, para lo cual se agregó 50 µL de 
buffer de lisis (50 mM Tris-HCl a pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 5 mM 
Na3PO4, 20 mM NaF y 10 mM pirofosfato de sodio) a la placa de cultivo celular, se incubó 
por 10 min en hielo, se raspó con un scrapper de plástico y se recolectó en un tubo de 
eppendorf, luego se centrifugó a 14.000 rpm durante 15 min a 4°C, finalmente se recuperó 
el sobrenadante y se almacenó a -20°C. La cuantificación de proteínas se realizó mediante 
el kit “Pierce BCA Protein Assay” de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
 
3.3 Western Blot 
 
Según la cuantificación obtenida, se mezcló el volumen correspondiente de 
proteínas para obtener una concentración de 12,5 µg con buffer de carga denaturante 
(glicerol 20%, SDS 4%, 200 mM b-mercaptoetanol, 100 mM Tris-HCl a pH 6,8, 0,2% azul 
de bromofenol) y buffer de lisis, dicha mezcla se calentó 5 min a 99ºC. Posteriormente, 
las proteínas fueron separadas en geles de SDS-PAGE a 10% mediante electroforesis a 
100 V, luego fueron transferidas a membranas PVDF (millipore, Bedford, MA) durante 40 
min a 100 V. El gel ya transferido fue teñido con azul de coomassie como control. Las 
membranas fueron bloqueadas en TBS 1X (200 mM Tris-HCl a pH7,6 y 1,5 M NaCl) con 
BSA 5% y tween 0,1% durante 1 h. Luego las membranas se incubaron con el anticuerpo 
primario según la proteína en estudio (P-p85 1:2.000, p85 1:2.000, P-Akt 1:5.000, Akt 
1:5.000, P-PLC1:2.000 y PLC1:2.000 Cell Signaling Technology, Beverly, MA) durante 
toda la noche a 4°C. Posteriormente las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS 1X 
durante 10 min y luego fueron incubadas con el anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa durante 1 h a temperatura ambiente, luego nuevamente se lavaron las 
membranas 3 veces con TBS 1x. Las proteínas fueron detectadas mediante 
quimioluminiscencia usando el sistema de detección “ECL Prime” según el protocolo del 
fabricante. Se reutilizaron estas membranas para realizar el control de carga. Para esto 
las membranas fueron incubadas en solución de stripping (62,6 mM Tris-HCl, pH 6.7, 2% 
SDS y 50 mM β-mercaptoetanol) a 50°C durante 10 min. Luego fueron lavadas tres veces 
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por 10 min en TBS 1x, fueron bloqueadas en BSA 5%, luego se incubaron con anticuerpo 
primario para β-tubulina 1:2.000 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA) como control de 
carga durante toda la noche a 4°C en agitación y luego anticuerpo secundario continuando 
el protocolo.  
 
3.4 Ensayo reportero luciferasa 
 
Células de mioblasto en diferenciación se transfectaron transientemente con 2 µL 
de lipofectamineTM 2000 (Invitrogen)  en 1 mL de medio DMEM-F12 conteniendo 0,9 µg 
de vector reportero para NFAT (pGL4.30[luc2P/NFAT-RE/Hygro] Promega) que contiene 
el elemento de respuesta NFAT (NFAT-RE) y 0,1 µg de vector Renilla (phRL-TK, 
Promega) durante 6 h, luego se cambiaron a medio sin suero y transcurridas 18 h se 
estimularon con IGF-1 10 nM por 45 min, miostatina 2 nM durante 30 min, y ambas 
proteínas en conjunto, se incubaron por 12 h, posteriormente las células fueron lisadas en 
200 µL de passive Lysis Buffer (Promega), se centrifugaron durante 5 min a 5.000 rpm y 
se midió la actividad luciferasa. La actividad firefly luciferasa fue medida usando el 
protocolo del sistema de ensayo reportero luciferasa Dual-Glo (Promega), la luminiscencia 
fue medida con un luminómetro Berthold F12. Los resultados fueron normalizados y 
expresados como la razón “firefly:renilla” luciferasa. Se utilizó un vector pGL4 vacío como 
control. 
 
3.5 Estandarización de knock-down de ActRIB 
 
Para analizar la concentración óptima para la realización del knock-down del gen 
receptor de miostatina tipo IB, células de mioblasto en diferenciación fueron transfectadas 
de manera transiente con 0,0; 0,25; 0,5 y 1,0 µg de RNA interferente pequeño (siRNA) 
para ActrIB (NM_199230 SASI_Rn01_00070550 Sigma-Aldrich) y no relacionado 
(SIC001-10NMOL Sigma-Aldrich) como control e incubado por 48 h, usando 1 µL de 




3.6 Extracción de RNA total y RT-PCR 
 
Para obtener la concentración y tiempos óptimos para la realización del knock-down 
del gen receptor de miostatina tipo IB se procedió a analizar mediante RT-PCR, para lo 
cual la extracción de RNA de los cultivos se realizó utilizando el protocolo convencional 
con el reactivo Trizol (Invitrogen), brevemente, se adicionó 1 ml de Trizol y se centrifugó a 
13.000 g durante 5 min, luego se recuperó la fase acuosa, se agregó 200 µl de cloroformo 
y se centrifugó a 12.000 g durante 5 min, luego se recuperó la fase acuosa superior y se 
agregó 500 µl de isopropanol 100%, se recuperó el precipitado centrifugando a 12.000 g 
durante 10 min y se lavó con 1 ml de etanol 75%, luego se secó el precipitado a 
temperatura ambiente y se resuspendió en 30 µl de agua libre de nucleasas para 
finalmente ser almacenado a -80°C para su posterior uso, el RNA total fue cuantificado en 
un espectrofotómetro Epoch (Biotek, Winooski, VT). Luego 1 µg del RNA obtenido fue 
mezclado con buffer de carga 5x (Azul bromofenol saturado, 500 mM EDTA pH 8, 
Formaldehido 37%, formamida, glicerol 100% y MOPS 10x) para ser visualizado por 
electroforesis en gel de agarosa 1,2% en buffer MOPS 1x durante 30 min a 80 V, teñido 
en Bromuro de Etidio para evaluar integridad. Para la síntesis de cDNA se utilizó el kit de 
trascripción reversa QuantiTect®Reverse Transcription (QIAGEN), se descongeló el RNA 
en hielo, se preparó la reacción de eliminación de gDNA en hielo (2µl del Buffer gDNA 
Wipeout (7x) y 800 ng de RNA), se incubó a 42°C por 2 min y se adicionó un mix de 
transcripción reversa (1 µl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 µl Quantiscript RT Buffer 
(5x) y 1 µl RT Primer Mix), se incubó durante 15 min a 42°C, luego 3 min a 95°C y 
finalmente se alicuotó y se guardó a -20°C para su posterior uso. 
 
Con el cDNA generado se procedió a analizar el gen del receptor de miostatina tipo 
IB. Para realizar el ensayo de RT-PCR se utilizaron los siguientes partidores diseñados 
mediante el programa Primer3: ActRIB sentido 5’-AGCCCTTCTACTGCCTGA-3’ y 
antisentido 5’-GGAGCGTCTTGTCTTTGG-3’ (300pb) y para gapdh sentido 5’-
CCCCCAATGTATCCGTTGTG-3’ y antisentido 5’-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’ 




El RT-PCR fue realizado en un termociclador con 2 µl de cDNA en las siguientes 
condiciones: denaturación inicial de 95°C 3 min, 28 ciclos de denaturación a 95°C por 20 
seg, alineamiento a 55°C por 30 seg y finalmente una extensión a 72°C por 1 min. El 
producto de PCR se visualizó por electroforesis en gel de agarosa 1% teñido con Bromuro 
de Etidio 2%. Las bandas obtenidas fueron cuantificadas por análisis densitométrico 
usando el software ImageJ. 
 
3.7 Knock-down de ActrIB 
 
Las células de mioblasto en etapa de diferenciación fueron transfectadas de 
manera transiente con 0,5 µg de RNA interferente pequeño (siRNA) para ActrIB y 0,5 µg 
de RNA interferente no relacionado (Sigma-Aldrich) usando 1 µL de LipofectamineTM 
3000 (Invitrogen) en 1 mL de medio DMEM-F12 (Genesys, Life Technologies) se incubó 
durante 48 h para posteriormente ser estimuladas con IGF-1 y/o miostatina en 
concentraciones fisiológicas como ya descrito en tratamientos. Luego fueron extraídas y 
analizadas como ya descrito en la metodología utilizando el método de western blot. 
Además, células de mioblasto en diferenciación fueron transfectadas de manera transiente 
con 0,5 µg de RNA interferente pequeño (siRNA) para ActrIB y 0,5 µg de RNA interferente 
no relacionado (Sigma-Aldrich) usando 1 µL de LipofectamineTM 3000 (Invitrogen) en 1 
mL de medio DMEM-F12 (Genesys, Life Technologies) y también fueron transfectadas 
con el vector reportero para NFAT como descrito en la metodología para reportero NFAT. 
        
Células de mioblastos en el quinto día fueron estimuladas con miostatina en 
concentraciones fisiológicas, luego se le agregaron 500 µL de buffer RIPA (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,5% Sodio deoxicolato, 1% Triton X y cocktail inhibidor de 
proteasas (Calbiochem-Novabiochem, San Diego, CA)) y se incubaron a 4°C durante 10 
min. Luego se realizó una disrupción de las células por jeringa y se transfirió a un tubo de 
1,5 mL. Se centrifugó a 10.000 g durante 10 min a 4°C y se transfirió el sobrenadante a 
un tubo de 1,5 mL en hielo. Posteriormente se realizó el protocolo de cuantificación 
proteica como ya descrito en metodología. Luego se transfirió 500 µg de proteína total a 
un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL, se agregó el anticuerpo primario para la proteína 
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ActRIB y se incubó durante toda la noche a 4°C en agitación. Luego se agregaron 50 µL 
de Protein A/G PLUS-Agarose y se incubó a 4°C en agitación por una hora. Se recolectó 
el inmunoprecipitado por centrifugación a 2.500 rpm durante 30 seg a 4°C y se recolectó 
sobrenadante para ser utilizado como control. Se lavó el precipitado con 1 mL de buffer 
PBS 1x y se centrifugó nuevamente a 2.500 rpm por 30 seg a 4°C. Luego se descartó el 
sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 50 µL de buffer de carga de 
electroforesis, luego se calentaron las muestras por 10 min a 99°C, se centrifugaron por 
10 min a 10.000 rpm y se cargó 20 µL del sobrenadante en un gel de poliacrilamida 10% 
y el precipitado se utilizó como control, luego se continuó el procedimiento de western blot 
como se ha descrito anteriormente, para detectar con anticuerpos la fosforilación de la 
subunidad regulatoria de PI3K, p85Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Además de 
analizó mediante ensayo reportero luciferasa la actividad transcripcional dependiente de 
NFAT como ya descrito. 
 
3.8 Análisis estadístico 
 
Para el análisis de los ensayos de western blot e inmunoprecipitación, los films de 
radiografía se escanearon y se analizaron con el programa ImageJ. Todos los resultados 
obtenidos fueron normalizados respecto a la condición control, representado en veces de 
inducción, y se expresaron como un promedio ± error estándar de la media (SEM). Para 
evaluar diferencias entre los grupos clasificados se realizó un análisis de varianza de una 












4.1 Determinación de la activación de componentes de la vía de señalización IGF-
1/PI3K/PLC/NFATc3 en mioblastos tratados con miostatina e IGF-1 
 
Estudios previos realizados por nuestro grupo de laboratorio determinaron que la 
concentración y tiempo óptimo para el tratamiento de mioblastos con IGF-1 corresponde 
a 10 nM y 45 min respectivamente. En este punto es posible detectar cambios en la 
actividad de todos los componentes de la vía de señalización para IGF-1 (Valdés et al. 
2013, Retamales et al., 2015). Estas observaciones fueron verificadas a través de western 
blot de extractos proteicos totales obtenidos de ensayos de incubación de mioblastos con 
IGF-1 recombinante (10 nM). Es posible observar un incremento de 1,5 veces en la 
fosforilación de la subunidad p85 respecto a la condición control (***p < 0.001) (Figura 4A). 
De manera relacionada, es posible detectar un incremento de 2 (*p < 0.01) y 1,3 (*p < 
0.01) veces en la fosforilación de la kinasa Akt y la PLCrespectivamente (Figura 4B y 
Figura 5A). 
 
Con el objetivo de determinar los efectos inhibitorios de miostatina en la vía de 
señalización para IGF-1, se realizaron ensayos de preincubación de mioblastos con 
miostatina recombinante (2 nM) durante 30 min y un posterior tratamiento con IGF-1 (10 
nM) por 45 min.  Es posible observar que el tratamiento con miostatina (2 nM) por sí solo 
no induce cambios significativos en los niveles de fosforilación de p85, Akt y PLC respecto 
a la condición control. Sin embargo, la preincubacion con miostatina e IGF-1, indujo una 
disminución significativa en los niveles de fosforilación de p85 y PCLrespecto al estímulo 
con IGF-1. En el caso de Akt se logra observar una tendencia a disminuir su activación, 




                            
Figura 4. Miostatina inhibe la fosforilación de p85-PI3K inducida por IGF-1 en 
mioblastos de rata.  Mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados con miostatina 
(2 nM) y/o IGF-1(10 nM). A y B.  Western blot con anticuerpos para las formas totales y 
fosforiladas de p85 y Akt, β-tubulina como control de carga. Los gráficos se muestran 
como el promedio ±SEM (n=6) con análisis estadístico ANOVA. *p < 0.05 y ***p < 0.001 













Estudios previos realizados por nuestro grupo determinaron que IGF-1 (10 nM) 
induce la activación del factor de transcripción NFAT asociado a la diferenciación de 
mioblastos mediado por la vía de señalización IGF-1/PI3K/PLC (Valdés et al., 2013). De 
esta manera se evaluó la activación transcripcional dependiente de NFAT, para lo cual 
mioblastos en etapa de diferenciación fueron co-transfectados con un vector reportero 
para NFAT (Firefly luciferasa) y vector normalizador (Renilla luciferasa), y estimulados con 
miostatina e IGF-1 a concentraciones fisiológicas. Se observa que el estímulo con IGF-1 
provoca un aumento de 2,5 veces en la actividad de NFAT (*p < 0.01) y que la 
preincubación con miostatina y posterior tratamiento con IGF-1 induce una reducción 
significativa (*p < 0.01) respecto a la condición con IGF-1 (Figura 5B). 
Por lo tanto, estos resultados en conjunto indican que el pretratamiento con 
miostatina (2 nM) es capaz de inhibir la activación de componentes de la vía de 










Figura 5. Miostatina inhibe la fosforilación de PLC1 y la actividad 
transcripcional dependiente de NFATc3 inducida por IGF-1 en mioblastos de rata.  
Mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados con miostatina (2 nM) y/o IGF-1(10 
nM). A.  Western blot con anticuerpos para las formas totales y fosforiladas de PLC β-
tubulina como control de carga. B. Análisis de actividad luciferasa relativa del reportero 
NFATc3, normalizado entre luciferasa/renilla. Los gráficos se muestran como el promedio 
±SEM (n=6) con análisis estadístico ANOVA. *p < 0.05 respecto al control, #p < 0.001 








4.2 Participación del receptor de activina tipo IB en la inhibición de la vía de 
señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3 en mioblastos tratados con miostatina e IGF-
1 
 
Con el objetivo de evaluar si el receptor de activina tipo IB participa en la inhibición 
de la vía de señalización para IGF-1 inducida por miostatina, mioblastos fueron 
transfectados de forma transiente con RNA interferente pequeño (siRNA) para ActRIB. 
Como control se incluyó la transfección de un siRNA no relacionado. Para ello se evaluó 
la concentración óptima de siRNA (0, 0,25, 0,5 y 1,0 µg) en los mioblastos para su posterior 
tratamiento. Las células fueron lisadas para la obtención de RNA total para análisis por 
RT-PCR y de proteínas totales para análisis por western blot. Al analizar el RT-PCR, los 
resultados indican que el tiempo analizado de 48 h fue suficiente para observar una 
disminución en la expresión génica del receptor de activina tipo IB, sin embargo, no se 
logró observar variación bajo las diferentes concentraciones del RNA interferente (Figura 
6). En las figuras 7A y B mediante western blot para la proteína ActRIB se observa que, al 
utilizar 0,25 µg de RNA interferente no cambia con respecto al control, pero el tratamiento 
con 0,5 µg y 1,0 µg de RNA interferente es capaz de ejercer una disminución significativa 
de detección de la proteína. Finalmente, con estos resultados se concluye que se utilizará 











Figura 6. Estandarización de concentración óptima de RNA interferente de 
ActRIB.  Mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados con 0, 0,25, 0,5 o 1,0 µg 
de RNAi de ActRIB por 48 h, RNAi no relacionado como control (NR). A.  RT-PCR para el 



















Figura 7. Estandarización de la concentración óptima de RNA interferente de 
ActRIB.  Mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados con 0, 0,25, 0,5 o 1,0 µg 
de RNAi de ActRIB por 48 h, RNAi no relacionado como control (NR). A. Western blot con 
anticuerpos para ActRIBy β-tubulina como control de carga. B. Análisis densitométrico de 
western blot para ActRIB. Los gráficos se muestran como el promedio ±SEM (n=4) con 










Luego de obtenidos el tiempo y concentración óptima a utilizar del RNA interferente 
para ActRIB se procedió a realizar un ensayo de western blot para evaluar si el receptor 
de activina tipo IB participa en la inhibición de la vía de señalización para IGF-1 inducida 
por miostatina, para lo cual mioblastos en etapa de diferenciación fueron transfectados 
con el RNA interferente para ActRIB y un RNA interferente no relacionado como control, 
luego estimulados con miostatina y/o IGF-1 recombinante a concentraciones fisiológicas, 
se evaluó la activación de p85 mediante western blot (Figura 8). 
 
En el ensayo de western blot se observa que al tratar mioblastos con IGF-1 ocurre 
un aumento significativo de 1,5 veces en la activación de p85 respecto al control, medido 
por su aumento en la forma fosforilada de la proteína bajo el estímulo de IGF-1, este 
aumento es revertido parcialmente al co-estimular con miostatina e IGF-1 llegando a ser 
menor el aumento de la fosforilación respecto al estímulo con IGF-1 pero mayor al control 
(1,25 veces). Respecto al tratamiento con RNA interferente para ActRIB no se observaron 
cambios respecto a los tratamientos sin RNA interferente en todas las variantes (control, 







Figura 8. ActRIB no participa en la inhibición de la fosforilación de p85-PI3K 
mediada por miostatina e IGF-1.  Mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados 
con 0,5 µg de RNAi de ActRIB por 48 h y RNAi no relacionado como control (NR), y 
tratados con miostatina (2 nM) y/o IGF-1(10 nM) durante 30 y 45 min respectivamente 
para ser analizados mediante western blot con anticuerpos para la forma fosforilada y total 
de p85, β-tubulina como control de carga. Los gráficos se muestran como el promedio 
±SEM (n=4) con análisis estadístico ANOVA. *p < 0.05 y #p < 0.01 respecto al control en 





Luego se realizó un ensayo de reportero NFAT para evaluar si el receptor de 
activina tipo IB participa en la inhibición de la vía de señalización para IGF-1 inducida por 
miostatina a nivel de actividad transcripcional dependiente de NFAT, para lo cual 
mioblastos en etapa de diferenciación fueron co-transfectados con el RNA interferente 
para ActRIB, un vector reportero NFAT y un vector normalizador y se evaluó la activación 
transcripcional dependiente de NFAT mediante ensayo reportero luciferasa 9(Figura 8). 
 
Al realizar la evaluación de la activación transcripcional dependiente de NFAT, se 
observa que el tratamiento con IGF-1 induce un aumento significativo de la actividad de 
NFAT como factor de transcripción de 2 veces respecto al estado control, siendo este 
aumento revertido al preincubar mioblastos con miostatina. El tratamiento con el RNA 
interferente en mioblastos co-estimulados con miostatina e IGF-1 revierte el efecto 
inhibitorio de miostatina sobre el aumento de la actividad de NFAT como factor de 
transcripción inducida por IGF-1, lo cual se ve reflejado en un aumento de la luminiscencia, 
alcanzando los niveles del estímulo con solo IGF-1. Los tratamientos con RNA interferente 
no relacionado no demostraron diferencias significativas respecto a los tratamientos sin 










Figura 9. ActRIB es necesario para revertir el efecto de miostatina sobre la 
activación de NFAT por parte de IGF-1. Mioblastos en etapa de diferenciación fueron 
tratados con 0,5 µg de RNAi de ActRIB por 48 h y RNAi no relacionado como control (NR), 
y tratados con miostatina (2 nM) y/o IGF-1(10 nM) durante 30 y 45 min respectivamente 
para luego un análisis de actividad luciferasa relativa del reportero NFAT, normalizado 
entre luciferasa/renilla. Los gráficos se muestran como el promedio ±SEM (n=4) con 











4.3 Determinación de la interacción del receptor de activina tipo IB con 
componentes de la vía de señalización IGF-1/PI3K/PLC/NFATc3 en mioblastos 
tratados con miostatina 
 
Con el objetivo de determinar si la participación del receptor de activina tipo IB en 
la vía de señalización de IGF-1 involucra una interacción con algún componente de la 
misma vía, mioblastos en etapa de diferenciación fueron tratados con miostatina a 
concentración fisiológica (2 nM) por 0, 15, 30 y 60 min, luego el receptor de activina tipo 
IB fue inmunoprecipitado y el extracto proteico analizado mediante western blot para las 
subunidades de PI3K, p85 y p110 (Figuras 10A y B). 
 
Al inmunoprecipitar el receptor de activina tipo IB y realizar western blot para 
detectar la subunidad regulatoria de PI3K, p85, se logra observar que existe un aumento 
significativo de la detección de p85 a los 15 y 30 min post estímulo en comparación con el 
estado control, luego a los 60 min post estímulo la detección de p85 vuelve a niveles 
basales (0 min) (Figura 10A). 
 
Por otro lado, al inmunoprecipitar el receptor de activina tipo IB y realizar western 
blot para detectar la subunidad catalítica de PI3K, p110, se observa que al estimular con 
miostatina los niveles de detección de p110 disminuyen, siendo a los 15 min 
significativamente menor al control, y la detección a los 30 y 60 min volvieron a los niveles 
del estado control demostrando así una lógica diferente de detección respecto a la 








Figura 10. ActRIB se une a p85 luego del estímulo de miostatina.  Mioblastos 
en etapa de diferenciación fueron tratados con miostatina en concentración fisiológica (2 
nM) por 0, 15, 30 y 60 min y se realizó una inmunoprecipitación para ActRIB. A.  Western 
blot con anticuerpos para la forma total de p85, la cadena pesada del anticuerpo fue 
utilizada como control de carga. B. Western blot con anticuerpos para p110, la cadena 
pesada del anticuerpo fue utilizada como control de carga. Los gráficos se muestran como 
el promedio ±SEM (n=6 para A. y n=4 para B.) con análisis estadístico ANOVA. *p < 0.001 












El proceso de diferenciación de mioblastos es complejo y altamente regulado de 
diversas maneras por factores que ejercen efectos tanto positivos como negativos. Entre 
estos factores se encuentran las proteínas IGF-1 y miostatina, las cuales ejercen roles 
antagónicos durante la diferenciación de mioblastos. Si bien se han realizados varios 
estudios que han descrito los mecanismos mediante los cuales IGF-1 ejerce su acción en 
el desarrollo muscular, y también estudios acerca de los mecanismos por los que 
miostatina regula el desarrollo muscular, aún existen incógnitas acerca de la conversación 
cruzada entre las vías de señalización de ambas proteínas. Anteriormente nuestro grupo 
de trabajo ha demostrado que miostatina e IGF-1 interactúan en diferentes niveles. Por 
ejemplo, a nivel transcripcional se demostró que IGF-1 es capaz de inducir una activación 
del factor de transcripción CREB y regular la expresión del gen de miostatina en 
mioblastos (Zuloaga et al., 2013). También se describió que IGF-1 a través de PI3K-Akt 
es capaz de alterar de manera negativa la función de Smad3 gatillada por miostatina 
(Retamales et al., 2015), ambos estudios en cultivo primario de músculo esquelético de 
rata. El presente trabajo entrega aún más evidencia de la interacción entre la vía de IGF-
1 y miostatina y describe una nueva dinámica de interacción y regulación durante la 
diferenciación de mioblastos. 
 
Durante el proceso de miogénesis IGF-1 es capaz de regular tanto la proliferación 
como la diferenciación de células musculares, esto lo realiza a través de diferentes vías 
de señalización, siendo las más estudiadas las vías que involucran la señalización a través 
de las proteínas PI3K, Akt y de PLC(Rommel et al., 2001, Ibarra et al., 2004). En el 
presente trabajo se evaluó el efecto de la estimulación de células de mioblasto en etapa 
diferenciación con IGF-1 y/o miostatina en la activación mediante fosforilación de los 
elementos río abajo de la vía de IGF-1 (p85, Akt y PLC). Se demostró que miostatina en 
concentraciones fisiológicas no ejerce efecto alguno sobre los niveles basales de 
activación de p85, Akt y PLC. Por su parte IGF-1 es capaz de inducir una activación de 
estas mismas moléculas de manera significativa. Estos resultados concuerdan con lo 
reportado en literatura en otros modelos de estudio como en cultivo C2C12, donde se 
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observó que IGF-1 regula positivamente la actividad de Akt en miotubos (Morissette et al., 
2009), también se ha descrito en cultivo primario de rata que IGF-1 es capaz de inducir un 
aumento en la actividad tanto de PI3K como de PLC (Valdés et al., 2013). Para responder 
la incógnita del entrecruzamiento de ambas vías de señalización, se estudió el efecto de 
miostatina sobre la activación por fosforilación mediada por IGF-1 de p85, Akt y PLC 
mediante co-estimulación con ambas proteínas recombinantes y se obtuvo que miostatina 
es capaz de prevenir parcialmente el efecto de activación de IGF-1 sobre p85 e inhibir su 
efecto completamente en el caso de la proteína PLCAl momento de co-estimular con 
miostatina e IGF-1 y analizar el efecto sobre la activación de Akt, no se observó una 
disminución significativa pero sí una tendencia a disminuir el efecto de activación de parte 
de IGF-1. La diferencia entre los niveles de inhibición del efecto de IGF-1 sobre p85, Akt 
y PLC mediada por miostatina se puede deber a que se evaluaron tres proteínas 
activadas por IGF-1 en el mismo momento, sin considerar que pueden ser activadas o 
inhibidas en distintos tiempos, como es el caso de Akt que puede haber necesitado mayor 
tiempo de incubación con miostatina para lograr observar el efecto de inhibición esperado.   
 
Ya analizado el efecto inhibitorio de miostatina sobre proteínas de la vía de IGF-1, 
se buscó analizar el efecto de miostatina sobre factores de transcripción claves en la 
regulación génica dependiente de IGF-1 durante la diferenciación de mioblastos. Existen 
antecedentes que indican que IGF-1 es capaz de inducir de manera transitoria la liberación 
calcio desde reservorios intracelulares a través de un mecanismo que involucra la 
actividad de PI3K y PLCEste aumento de calcio induce una activación de factores de 
transcripción cruciales para el proceso de miogénesis como lo es NFAT (Valdés et al., 
2013). En el presente estudio se evaluó el efecto de IGF-1 y/o miostatina en 
concentraciones fisiológicas sobre activación de NFAT como factor de transcripción 
medido a través de ensayo reportero de luciferasa durante la diferenciación de mioblastos. 
Se obtuvo que miostatina no generó una disminución sobre los niveles basales de 
activación del factor de transcripción NFAT. De manera concordante con los antecedentes 
mencionados anteriormente, se observó que la estimulación con IGF-1 induce un aumento 
en la activación de NFAT como factor de transcripción de tres veces en comparación con 
el control. Para analizar si este efecto inducido por IGF-1 puede ser revertido de manera 
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similar a lo observado en el resultado anterior, se co-estimularon las células con miostatina 
e IGF-1 y se observó que miostatina es capaz de prevenir completamente la activación de 
NFAT como factor de transcripción por parte IGF-1. Estos resultados concuerdan con 
antecedentes previos, en donde en modelo de cardiomiocito neonatal se observó que la 
inhibición de miostatina causó un aumento en la activación de NFAT, mientras que la 
sobreexpresión de miostatina provocó una disminución en la activación de NFAT, esto 
medido a través de los niveles de fosforilación de NFAT, siendo la forma desfosforilada la 
activa y la forma fosforilada la inactiva (Bish et al., 2010).  
 
Considerando los resultados obtenidos se procedió a identificar el mecanismo 
específico por el cual miostatina ejerce este efecto inhibitorio sobre la activación de las 
proteínas reguladas por IGF-1. El antecedente descrito por nuestro grupo de laboratorio 
ya mencionado que indica que IGF-1 induce una liberación de calcio a los 20 seg luego 
del estímulo desde reservorios intracelulares y que miostatina es capaz de prevenir esta 
liberación de calcio (Valdés et al, 2013) nos sugiere que este efecto puede ser debido a 
una dinámica de interacción entre proteínas de ambas vías de señalización debido a la 
rapidez de la respuesta, posiblemente entre el receptor de miostatina y alguna proteína 
de la cascada de señalización de IGF-1, así arrestándola y evitando la liberación de calcio 
inducida por IGF-1. 
 
No se ha descrito modulación mediante interacción por parte de los receptores de 
tipo activina con elementos de la vía de IGF-1, pero como ya mencionamos si existen 
estudios que indican que los receptores de TGF-β modulan a la proteína PI3K a través de 
sus subunidades, en células de fibroblasto se demostró que TGF-β modula positivamente 
la actividad de PI3K a través de sus receptores TβRI y TβRII por medio de p85 
específicamente. También se reportó que en células epiteliales el receptor de TGF-β 
(TβRI) modula positivamente la actividad de PI3K (Higaki y Shimokado, 1999; Yi J et al., 
2005). 
Estos antecedentes nos indican que si existe una modulación por parte de algún 
elemento de la vía de señalización de miostatina sobre la vía de IGF-1 es posible que sea 
a nivel de la proteína PI3K a través del receptor de miostatina, específicamente el receptor 
37 
 
tipo I, ActRIB. Para confirmar la participación de ActRIB se planteó la realización de un 
knock-down de este receptor mediante RNA de interferencia. En primera instancia se 
identificó el tiempo y concentración óptima para realizar un knock-down efectivo del gen. 
Mediante RT-PCR se observó que a las 48 h existe una mayor interferencia del gen y esto 
es independiente de la concentración utilizada. Posteriormente se realizó un western blot 
para corroborar si esta interferencia se reflejaba a nivel de proteína de ActRIB, y se 
observó también que con 0,5 µg y 1,0 µg de RNA interferente era suficiente para inducir 
una disminución significativa de detección de la proteína ActRIB, por lo que finalmente se 
decidió utilizar 0,5 µg de RNA interferente para ActRIB. 
 
Luego de obtenidos el tiempo y concentración óptimo de RNA interferente se 
continuó el ensayo realizando tratamientos con miostatina y/o IGF-1, y se analizó el efecto 
sobre la activación de PI3K mediante fosforilación de p85 y la activación de NFAT como 
factor de transcripción. Al analizar la activación de p85 se obtuvo un patrón similar al 
resultado anterior de activación de la vía de IGF-1, se observó que al incubar con 
miostatina p85 no presenta cambios en su patrón de activación, al momento de incubar 
con IGF-1 se observa un aumento en la activación de p85 y finalmente al tratar las células 
con IGF-1 y miostatina se observa una disminución significativa de la activación de p85 
inducida por IGF-1, interesantemente no se observaron cambios en este patrón de 
activación al tratar las células con el RNA interferente para ActRIB. Por otro lado, al 
analizar la activación de NFAT, se observa que al tratar las células con IGF-1 la activación 
de NFAT aumenta, mientras que al tratar con IGF-1 y miostatina, miostatina es capaz de 
prevenir completamente la activación de NFAT hasta llegar a los mismos niveles que el 
control sin estímulos. A diferencia del resultado anterior de activación mediante 
fosforilación de p85, el tratamiento de las células con el RNA interferente para ActRIB 
logra bloquear la capacidad de miostatina de prevenir el efecto de activación de IGF-1 
sobre NFAT y se observa una activación similar a la de las células tratadas solo con IGF-
1.  
 
En estos resultados se presenta una diferencia en la inhibición de la activación de 
p85 y NFAT inducida por IGF-1 incubando con miostatina al realizar el ensayo de knock-
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down, se puede observar que la inhibición de la activación de NFAT por parte de 
miostatina es dependiente del receptor ActRIB, mientras que la inhibición de la activación 
de p85 por parte de miostatina es independiente del receptor ActRIB. Es posible que 
miostatina esté ejerciendo su efecto de inhibición sobre la activación de NFAT como factor 
transcripcional a través de una vía alternativa, independiente de la proteína PI3K, de esta 
manera se podría explicar por qué la inhibición de PI3K a través de p85 por parte de 
miostatina no influye en la activación de NFAT en este resultado. 
 
Hasta el momento los antecedentes que involucran el estudio de la actividad de 
PI3K bajo estímulos de miembros de la familia de proteínas TGF-β como BMP-2, Activina 
A y GDF-9, indican una regulación positiva como es el caso de los estudios ya 
mencionados (Higaki y Shimokado, 1999; Yi J et al., 2005). Esto también se refleja en 
otros ligandos de la misma familia como un estudio realizado en células de condrosarcoma 
humano, que indica que la migración de estas células inducida por la proteína BMP-2 es 
inhibida por los inhibidores farmacológicos de PI3K y Akt, además se observó que el 
estímulo de estas células con BMP-2 induce una fosforilación de PI3K y Akt (Fong et al., 
2008). También en un estudio en células gonadotropas se observó que la proteína Activina 
A es capaz de inducir una activación de PI3K y Akt, a través de una interacción entre p85 
y su receptor tipo II ActRIIB (Dupont et al., 2003). GDF-9, otro miembro de la misma 
familia, también se ve involucrado en una activación de la vía PI3K/Akt en folículos 
secundarios de rata en apoptosis, analizado mediante la utilización de inhibidores 
farmacológicos de PI3K (Orizaka et al., 2006). 
 
En el presente estudio se encontraron resultados que presentan un patrón contrario 
a lo descrito en la literatura hasta el momento respecto a la interacción entre elementos 
de la vía de señalización de IGF-1 y la familia de proteínas TGF-β, sin embargo, estos son 
los resultados esperados ya que en el modelo en el que se trabajó se ha descrito 
extensamente que miostatina e IGF-1 presentan efectos contrarios sobre la célula. Más 
aún si bien miostatina pertenece a la familia de proteínas TGF-β, puede presentar efectos 
distintos a otras proteínas de la misma familia, ya que se unen a diferentes receptores y 
desencadenan otras cascadas de señalización (Miyazawa et al., 2002). 
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Luego de haber confirmado la participación del receptor ActRIB en la inhibición de 
la vía de IGF-1 y considerando los antecedentes que indican que este efecto de inhibición 
se debe a una interacción por parte de los receptores de la familia TGF-β de tipo I con la 
subunidad p85 (Yi J et al., 2005), se procedió a corroborar esta interacción en nuestro 
modelo de estudio, para lo cual se realizó una inmunoprecipitación del receptor ActRIB 
para analizar la posible interacción de ActRIB con las sub-unidades de PI3K, p85 y p110. 
Se obtuvo que al inmunoprecipitar ActRIB y posteriormente analizar mediante western blot 
la presencia de p85, existe detección de p85 a los 15 y 30 min luego de estimular con 
miostatina, lo cual estaría confirmando que el efecto inhibitorio de miostatina sobre la vía 
de IGF-1 observado estaría siendo efectuado a través de una interacción del receptor 
ActRIB con la sub-unidad p85 de PI3K. Al momento inmunoprecipitar el receptor ActRIB y 
analizar mediante western blot la sub-unidad catalítica de PI3K, p110, se observa 
presencia de p110 en el estado control y luego del estímulo con miostatina a los 15 min 
disminuye significativamente la detección de p110 que luego vuelve a presentarse a los 
30 y 60 min a niveles similares al control, este patrón de interacción del receptor ActRIB 
con p110 difiere del obtenido con p85 luego del estímulo de miostatina. Al ser p85 la 
subunidad regulatoria es lógico que esta sea la arrestada por el receptor ActRIB luego del 
estímulo con miostatina y también concuerda con antecedentes de interacciones entre 
receptores de la familia TGF-β y la proteína PI3K, donde involucran la subunidad p85 y no 
la subunidad p110 en la interacción (Dupont et al., 2003; Higaki y Shimokado, 1999; Yi J 
et al., 2005) 
 
En base a los resultados obtenidos es que se propone el siguiente modelo (Figura 
11). Durante la diferenciación de los mioblastos, IGF-1 se une a su receptor IGF-1R para 
activar una cascada de señalización que involucra dos vías principales. En ellas se 
encuentra la vía de las PI3K/Akt y la vía PI3K/PLC que a través de la liberación de calcio 
permite activar al factor de transcripción NFAT, el cual luego promoverá la expresión de 
genes cruciales para la diferenciación de mioblastos. Por otro lado, miostatina se unirá a 
su receptor ActRIIB que luego fosforilará a ActRIB el cual es capaz de arrestar la 
subunidad regulatoria de PI3K, p85 y por lo tanto reprimir la cascada de señalización 
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Figura 11. Modelo de inhibición de las vías de señalización de IGF-1 por parte 
de miostatina. Miostatina al unirse a su receptor ActRIIB activará al receptor ActRIB el 
cual arresta la subunidad regulatoria de PI3K, p85 y así, inhibe la cascada de señalización 










En esta investigación se demostró que miostatina inhibe la fosforilación de p85 y 
PLCasí como también la activación transcripcional dependiente de NFAT inducida por 
IGF-1. Más aún, se demostró que esta inhibición de la activación transcripcional 
dependiente de NFAT inducida por IGF-1 por parte de miostatina es dependiente del 
receptor de miostatina ActRIB. Finalmente se determinó que miostatina induce una 
interacción entre el receptor ActRIB y la proteína p85-PI3K. 
 
Se ha logrado determinar por primera vez la dinámica de represión de la vía de 
señalización de IGF-1 por parte de miostatina, siendo esta mediante una interacción entre 
el receptor ActRIB y la subunidad regulatoria de PI3K, p85, explicando como miostatina 
es capaz de regular en la vía de señalización PI3K/PLC/NFATc3 inducida por IGF-1 en 
etapas tempranas, así alterando de manera negativa el efecto pro-miogénico de IGF-1 
durante la diferenciación de mioblastos.  
 
La información obtenida contribuye en ampliar el conocimiento acerca de cómo 
estas vías de señalización cruciales en el proceso de diferenciación de mioblastos 
interactúan para así dar forma al proceso de miogénesis, entregando un nuevo 
mecanismo por el cual miostatina regula el efecto de IGF-1 sobre la diferenciación 
miogénica. Además, este trabajo contribuye al conocimiento sobre los mecanismos del 
desarrollo muscular, con potenciales aplicaciones biomédicas para el tratamiento de 
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